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遺伝子診断の現状
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I'E-ij・
ワトソンとク 1):')クのD:¥A (デオキシリボ核酸)の桝造決定以来，遺伝了て
学と時ばれる核阪の情J圭・機能解析の研究は著しい進歩を遂げてきた。それを利
用することによって，遺伝子を材料とした検査もまた，ノトや臨床検杏の分野でひ
とつの引となりつつあるの遺伝チ診断・検盆における技術の高感度化，迅速化
は，検外の微量化や検体処埋能力の上昇さらに被{走者の負担の軽減に役すってい
るコ現在の遺伝子検査は，感染症などの外因性病因のみならず，遺伝子病など内
閃性病肉でもれわれている c しかし，この検査には，彼検者やその家族のプライ
ハシー侵犯の間出が常に伴う。 j宣伝差別を生じさせないためにも，ガイドライン
や情報管坦の充実のみならず，社会全体のしっかりとした説諭が必要である。
キーワード.遺伝子検査遺伝病外同性病問 |人l肉性病肉遺伝差別
はじめに
臨床検杏は，診断.~台械を千 J う卜での情報源として非常に重安であるつ浸襲性検杏(被検者
の血液・体液を附いた検坐)i士においては，被検者の負rBを軽減するため検休採収量の微量
化，データを半く{うるための迅速化，また結果の解釈を円滑にするための特異性の向上など
様々な面において，近年著しい進広が認められている。その中で， J宣伝子検在は|記の条件を
満足できる重安な検杏法として用いられてきている c ヒトの遺伝子配列を明らかにしようとす
るゲノムプロジェク卜をはじめとする遺伝f科学の進歩は，遺伝f検査学に大きな影響を与
え，感染症による病凶i宣伝子の検出や単 遺伝子の検査だけではなく，ゲノムにおけるすべて
の遺伝子の機能と相互作用が対象となってきている。これらのことから，専門肢のみならず，
院療従事者全体あるいは，一般の人たちの聞でも遺伝千検企を身近なものになりつつある{本
稿では，基本的な事州も含めて現イ!の遺伝f診断，特に遺伝[検査ついて概説する}
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遺伝子とは
遺伝子という言葉は遺伝情報を担う物質として最近非常に耳にすることが多い。染色
という言葉も同様である。 こオLこれらはすべて遺伝に閲わる物質である。DNA (RNA) 体，
らの関係について整理してみる。
1 )染色体 (Chromosome)
染色体は細胞の核内に存在し，分裂中の細胞を光学顕微鏡で観察すると，
ヒトでの染色体数は46本であり，相同染色体が2本ずつ22種類(常染
と女性では XX，男性では XYという性染色体をもっ O
ひも状あるいは棒
状の構造が観察される。
色体と呼ばれる)
-tfuλJ 
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DNAの構成塩基と結合様式図 1
DNAと呼ばれるひも状の高分子がヒストンというタンパク質を芯にして密に巻
きつけられたクロマチン構造をとっている。 DNAは 4種の塩基(アデニン，
トシン，チミン)，五炭糖であるリボースおよびリン酸から構成される。各々の DNAのリ
ボースの水酸基とリン酸基との問でのホスホジエステル結合によって高分子 DNAが作られ
ングアニン，
染色体は，
る。その構造は1953年にワトソンとクリックによって明らかにされた川。また DNAは，特異
的にアデニンとチミン，グアニンとシトシンがそれぞれ水素結合することでらせん状の二本鎖
この水素結合がほどけて新たに相補的な核酸が結合していくことで親DNA
これによって親のもつ情報が子に伝えられてい
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を形成している。
と同じ核酸配列を持つ娘 DNAが形成される O
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くことになる O ヒトでは DNAは約3.0XI010個の単分子DNAが特定の順序で並んで、いる。
3 )遺伝子 (Gene)
高分子DNAは，莫大な長さを持っているが，このすべてが遺伝i古報を担っているわけでは
ない。この遺伝情報は， DNA→RNA (Ribonucleic acid : DNAの塩基のチミンがウラシルへ，
リボースがデオキシリボースに変換しているもの)→タンパク質へ伝えられる。この情報伝達
は，セントラルドグマと呼ばれる。 DNAの配列の中で情報が伝達される領域をエクソン，そ
うでない部分をイントロンと呼んでいる(図2)0 DNAの中でこの遺伝情報を担っている領域
を遺伝子と呼ぶ。 遺伝情報がRNAに移っていく過程でスプライシングというエクソン領域の
切断，再結合が行われた結果，必要なタンパク質が合成される。
DNA → エクソン1卜一寸 ヱクソン2 「一寸エクソン3卜一一
l 転写
一次転写RNA 5' Cap エクソン2 ポリA
l RNAスプライシング
メッセンジャー RN A 5' Cap [ エクソン1 エクソン2 Iエクソン3|ポリ A
l 翻訳
タンパク質 H2N [ 
図2 遺伝情報の流れ
2 .遺伝子検査技術
]COOH 
仁二コ エクソン
一一一一一ー ・イントロン
仁二コ:アミノ酸
遺伝情報を担う DNAの解析は，核酸配列の決定，遺伝子機能の解析という二つの面からア
プローチできる O 核酸配列の決定は， Maxam-Girbert 1去あるいは Dideoxy法4iによって行わ
れる O 近年，これらの方法を原理とした機器の自動化が著しく進み，先に述べたゲノムプロ
ジェクトの達成期間の短縮にもつながった。酸・アルカリや熱に強いなど化学的に安定なこ
と，化学修飾が容易なこと，その塩基同士が特異的に再結合することなどの性質を DNAがも
つことは，遺伝子解析技術を促進する大きな原動力となった。
遺伝子検査を行うためには，核酸を生体から抽出する必要がある。検査目的に応じて，血
液，羊水， D客疾，組織など様々なものが生体材料として用いられる。最近では，抽出のための
簡便なキットが各社から発売されている。 抽出された高分子核酸は，体表面，毛髪，唾液ある
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いはdrJt気中:こ存イl寸る枚酸分角手堅手みの影響をr之l同コ寸いため， j:1出後の取りぬいには注意を安
する
~J<に校畷解析技イ'1:'7 としてよく mいられているものにつし λて小す。
1 )プ口一ブ法
n'¥，¥ (:;:¥ /いがJ;I:某の栢悼γHこに、じと 2本鎖を形成する}とマ子1J4Jして口約遺伝子を検出
する方法であるよ プロープとは検iJ¥日 ro'JDNA (ある」、l:iRNAi ど件付申悼をもっ寸 1ノゴヌク
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点S とい'~) 1:こ放射性[ロJí，):fi:家を以前 l土!日いていたが，近年取り ~12いが谷易で， HUIIにあた"て
特別な脳訟を必安としないJ目立は什叶 ijf立7山久がiHいられるようになっといる〔表い
表 1 非放射性同位元素によるプローブ標識
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本it~j:ブ口 v フ口、の代去llJ なものであり， j\'[fム子解析の初!出から非'，~~~'によくIflいられた。検
その手JI:員は検門H的 DNi¥を
:，RcsLrictioょ1C:1町田c: DJ¥.i¥のお定の益基古，'7:)を認識してもj中:1する醇素}によって消
アガロース品d気泳効によって切断された D'lAの長さ(塩1i長と貯ぶ}に仏、じ1分回す
I!¥'Aぴ〕ときノサンと呼ぶ口州国的の桜肢がDNAのとき叶ザシ，
指~J!qu~r素
ft 1.，
ζ， " こオしをづイ口ン~j':以前[土ニトロセ n:コ ス恥1がよく用いられていた l に毛布iI子!況象ある
いは電気[均に転写する c 政 lの2本凶 D'!Aをアルカ ，]による変tlで l卒以にしたf丸擦問
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ハイブリソドを)j三h比したlJ'¥A断片を1古川ずるつ ノザンブロ yテ fングによる RNA0)償問も
ノ弘司王nv(.こは同じであるが， j( K!\ はノじ ~d 本主自の十めj民主主右目;j:.構造をとっており 電情出動
で鋭の長さに応じた移動皮を不さないη そのため，電気泳動をするときにホルマリンなと岳、洋
~:)を肝える c サザンブロソトiJ，は， 病凶j量七、fの変:rz.や欠失の解析，感染症による病原微λ!
tm.ウイルスジ〉検出， *:J ~t!貯木断片長多引 (l<FLP : l<est、lctl川 J f口~gl1lent lel:gul poly:norph 
ism) 本叫いたリンケャジ fj主i点j 解明「なとに‘ /よFンブ口ソト{まはメッゼンンヤ R'i八の
引イズv発王足量の検IJ¥:二有)jjであった}しかし，操作の煩雑さv倹wまでの:1#問がかかるとし
う欠点から.原理を践したまま様々な変法や改良法が開発されている。
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① DNAの抽出
↓ 
② DNAの制限酵素による消化 一一
↓ 一一
③ アガロース電気泳動 (DNAの分離)
日↓ ④ アルカリ変性 (DNAを一本鎖へ)
↓ 
⑤ キャピラリートランスファ
⑦ハイプりダイゼーション ~一一寸
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⑧検出(化学発光・発色・オートラジオグラフィ)
⑥ プローブの標識
ム
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?
図3 サザンブロット法
( 2 )マイクロアレイ法6)
従来，サンプルの DNA (あるいは RNA) を直接，膜やプレートなどの支持体に吸着させた
後，プローブとハイブリダイズさせる方法は， ドットブロット法と呼ばれ，病原性微生物など
の外来遺伝子の検出や RNA発現量の解析に用いられている O 近年 マイクロアレイ法と呼ば
れる手技が非常に多く用いられるようになってきた (DNAチップ法と呼ばれることもある)。
マイクロアレイ法は，プローブとして高濃度のオリゴヌクレオチドをスライドガラスや膜など
の上に固定し，試科とハイブリダイズさせるものである。オリゴヌクレオチドプローフ1まμm
単位の間隔で固定することができるため，多数の異なる積類のプローブをわずかな単一表面上
に固定することができる。検出は試料を蛍光標識したものが用いられる。蛍光色素を複数使用
し，チップ表面を蛍光スキャナーでスキャンすることで一度に多くの結果を得ることができ
る。現在，後述する PCR増幅産物が主に試料となっている。本法はその特性を生かして配列
解析，多型解析や染色体解析などに広く利用されている。
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( 3) in situハイブリダイゼーション法7)
本法はスライドガラス上に固定された組織片や細胞中の DNA (RNA) と標識プロープを直
接ハイブリダイズさせる方法である。 FISH(Fluorescence in situ hybridization)法は蛍光標識
したプローブを用いる方法で，操作も簡便で蛍光顕微鏡下で比較的高感度に観察することがで
きる。ウイルスなどによる感染細胞の確認，組織・細胞での mRNA発現の検索，染色体の数
的異常あるいは構造異常の解析に応用されている。高感度化をより進めるために本法と核酸増
幅法を組み合わせた仇 siluPCR 法8)も開発されている。
2)核酸増幅法
( 1) PCR (Polyr肘 raseChain Reaction)法
核酸増幅法とは，微量の DNA(あるいは RNA) から特定領域の核酸配列のコピーを多量に
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作成する方法である。代表例は， Mullisらによって開発された PCR法であるヘ本法の原理を
図4に示す。 PCR法は温度変化によって二本鎖DNA聞の水素結合を切断，プライマー(標的
核酸領域と相補性をもっ20~30個の核酸が繋がったもの)の結合，そしてプライマーによって
決められた位置からの熱耐性DNA合成酵京の反応による複製という 3段階を繰り返し行うと
いう極めてシンプルな系である。 PCR法による DNAの増幅は数億倍に及ぶので，試料が極め
て微量でi斉む。本法は遺伝子研究の発展を飛躍的に発展させた。 遺伝子の特定領域の検出法に
とどまらず，先に述べたゲノムプロジェクトにおける DNAシーケンスを始めとして，点突然
変異の検出 (PCR-SSCP: PCR-Single Strand Conformation Polymorphism)など他の遺伝子解
析法に応用されている。
感染症の遺伝子検査をおこなう場合，目的遺伝子の定量測定は重要である。そこでPCRを
基本にした様々な方法が報告されているが，ここでは筆者らが検討した 1M-PCR (Intercalation 
Monitoring-PCR)法10)を例に示す。 1M-PCR法は標的DNAをPCRによって増幅する際に反応
液中に PCRに必要な試薬とともに DNAの2本鎖に挿入される性質をもっ蛍光性色素(イン
ターカレーター)をあらかじめ加えておき， PCRにおける伸長反応のサイクル毎に蛍光強度
を測定するものである。インターカレーターは2本鎖DNAに挿入されたときのみ蛍光を発す
るので，蛍光強度は増幅された DNA量に応じて強くなる O 本法は反応中に増幅DNAをモニ
ターでよ迅速な検出にも適している。また，コピー数(遺伝子の数)が既知の DNAを用
い，それらが一定の蛍光強度に達するまでに必要な PCRのサイクル数とそのコピー数をプ
ロットした検量線から DNAの定量測定が容易に行える。筆者らは，本j去を用いて院内感染で
問題となっている MRSA(メチシリン耐性黄色ブドウ球菌)の迅速判定や，本法と RNAから
DNAを合成する RT(Reverse transcr匂tase 逆転写酵素)反応を組み合わせて HCV(ヒト C
型肝炎ウイルス)の定量測定を行い，満足すべき結果を得ている。
( 2 )他の核酸増I[届法
PCR Y去は核酸増幅のための主たる方法として用いられてきた。最近，他の種々の核酸増幅
法が開発されてきている(表2)。対象となる核酸は DNAだけではなく RNAを用いる場合も
ある。増幅の原理は，いくつかの核酸関連酵素や複数のプライマーを使って一定温度で増幅す
るというものであり，感度や特共性に優れたものが多い。
3.遺伝子検査の対象11)
検査対象は，外国性病因，内因性病因と個人・細胞マーカーに分けられる(表3)。外因性
病因は感染性病原体(細菌・ウイルス)のゲノムやそれが持つ毒素，薬剤耐性の遺伝子があ
る。内因性病因としては癌遺伝子，癌抑制遺伝子の異常解析，また，単一(または複合)遺伝
子病の病因あるいは素因遺伝子の解析が含まれる O 個人・細胞マーカーは核酸の繰り返し配列
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表 2 PCR以外の核酸増幅法
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表3 遺伝子検査の対象
:~?;ち~;J.止 !イルス?紀前 毒素サ耐性凶寸二
遺イ寸内 事 J宣イァ了，複合遺伝了 遺h;fl司
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1 )外因性病因
外向性川j大lである感染杭のJ宣伝、子;f':)!杏の ~_;J 寸，結核宮、クラミジ?山、菌. ~IRSA などの高山
凶や1:1t~~! 及び仁ノぜ.1 1 炎ウ「ノレス. HIVI ピト免校ウイルスタイプ 1)な Yが保健適J討を ，g;~
円ている J 従来，感染の倹査は，弔安枝↑午でfH間後じ学際f投銭キ用いた塗抹十?ド解析べコ生化
学it持、:こ4って;r-1])1::していたことから，検在結果を得るまでにかな hの時間を必安としたo JX-， 
をごは 7 十実際検出ィまのお!?主度化;こよゥで検1票結果の込速化は非常に送ん℃νる。また 7 委主多く
のJ 目 1"1 のゲノムの塩基自t~九jが明らかになるごとによ勺て Jtlfj:~ ]'レベルむの縮。却の分類も積極
的l二進んでいξ。ゲノムの塩基配タ:Jから作!北したブロ ブを矛1mすることにJ:1)， :i:}s寺に複数
の菌を日'4ょするこ弁も日J 慌にならてきている，ま r_~ヲ定呈i士の進!日は宅仁刑肝炎ウイルス感染
のインタ 寸工口ン投与における効県佐訟をはじめとして感染杭の治療効果判定に武献 vてき
ているn 近年.放血症診断のために，皿液中に侵入した柄f41細企Jが好中球あるいはマクロ
77ー ジド寅食された後のi有体構成成分の検出;ご ilsiluハイプリゲイゼーショ〉法を利用す
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る方法も開発されている山。
2)内因性病因
(1)遺伝子病
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一つの遺伝子の異常により発症することが規定される単一遺伝子病は数千種類あると言われ
ている。単一遺伝子病はメンデルの遺伝様式に従い，常染色体優性，常染色体劣性， x連鎖{憂
性， X連鎖劣性， y連鎖に分類できる。遺伝子検査の対象となるのは，先天性代謝異常症など
での責任遺伝子が同定されているものである。遺伝子の変異は，点突然変異，数塩基の欠失・
挿入，遺伝子置換， 3塩基反復配列数の変化として認められる。一方，複合遺伝子や環境的要
因が疾患に関係する多因子病はメンデル型の遺伝様式に従わない。これらには生活習慣病，精
神疾忠，口蓋裂や心奇形などの先天奇形などがある。
( 2 )造血器腫場
造血器腫蕩は後天的に造血細胞の遺伝子が変異を起こし，細胞が異常増殖することによりお
こる。急性白血病の治癒は白血病細胞がどの程度存在するかで判定される O 従来行われてきた
形態学的検査法やフローサイトメトリー法は微量残存病変を検出するには感度が不十分であっ
た。転座型白血病に特異的な BCR-ABLキメラ遺伝子の再構成を調べる方法は，その感度が従
来の検査法の1000倍を有するため，非常に有効である 1九高感度を得るために， BCR-ABL 
mRNAを標的核酸とし，逆転写反応後， PCRによって DNAを増幅し検出する。また定量的
PCR法も併せて用いられてきている。
( 3 )癌関連遺伝子(癌遺伝子・癌抑制遺伝子)
これらの遺伝子はそれぞれ数十種類あるといわれている O 正常細胞中でもこれらの遺伝子が
コードするタンパク質は発現している O 一般に癌遺伝子から発現したタンパク質は細胞増殖
に，癌抑制遺伝子から発現したタンパク質は増殖を抑制する働きをもっ O 細胞の癌化は 1つの
遺伝子の異常で引き起こされるのではなく，環境凶子を含め多段階で病態を引き起こすと考え
られる(図 5)。癌関連遺伝子の異常は点突然変異，欠失・挿入及び、遺伝子プロモーターの異
常による DNAの過剰発現がある O 癌関連遺伝子の異常はPCR法によって対象領域を増幅後，
SSCP電気泳動法で塩基配列の違いの範囲を絞って核酸配列を決定する。
APCの
変異または欠失
↓ 
正常な上皮 → 初期腺腫
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変異
↓ 
→ 中期腺腫
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→後期腺腫
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↓ 
→癌
癌抑制遺伝子:APC， DCC， p53 
図5 大腸癌の発ガンモデル
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4 .今後の遺伝子検査
遺伝子を用いる検査は，その解析技術の飛躍的な進歩によって，臨床検査の中で今後も重要
な位置を占めていくと考えられる。その中で，将来検討が必要となることをいくつかあげる。
核酸解析技術は，耐究レベルとして，標的核酸領域の検出からスタートした。その後，放射性
同位元素を用いない検出系の開発や PCR法の確烹は遺伝子検査の一般化に大きく貢献した。
また，様々な測定キットの開発によって短時間に多くのサンプルが処理できるようにもなっ
た。さらに，近年では数々の遺伝子の定量測定が開発されてきている。しかし検出感度の高感
度化，検体処理能力の上昇は，常にコンタミネーションによる偽陽性の危険が伴う。さらに，
検査を行う施設によるデータの草離を引き起こす原因となりうる。検査技術の標準化の確;烹
は，遺伝子検査の精度を保障し，その発展・普及に必須である。技術の標準化を進める一方，
得られたデータが診断に役立ち，診療予防に有用であることが保障されなければならない。遺
伝子診断における臨床的妥当性・有用性の保障は， EBGT (evidence -based genetic testing) 
と呼ばれる科学的根拠に基づいた手法で検証される必要がある o しかし，現在のとこ
ろ， EBGTの分析に耐える報告データは乏しいと指摘されている。遺伝子診断の普及が著しい
現在，検査法，データ解析についての標準化の確立が早急に求められる。
5.遺伝子検査と倫理
従来の検査は，病態検査，すなわち生体内の物質の量的，質的変化を測定しその異常を判断
する検査であった。一方，遺伝子検査は，その変化の原因となる遺伝子を定性あるいは定量的
に検査する，病凶検査である O 遺伝子を検査することは，各個人のもつ情報を理論的にはすべ
て知りうることとなる。それゆえ，常にプライパシー侵犯の問題が存在する O また，病因検査
の特性から，発症前診断や出生前診断が可能であり，それが遺伝差別と呼ぶべき新たな差別を
生む要因となっている。遺伝子解析に関して， UNESCOのヒト遺伝情報に関する国際宣言16)を
はじめ厚生労働省，遺伝関連学会等がガイドライン 18Jを提示している。現在，大学病院を中
心に遺伝子医療部門が開設され，遺伝カウンセリングが実施されている。しかし，遺伝子診断
における倫理問題は，実施者のみの問題ではなく，被検者及びその家族も含んだ非常にデリ
ケートな生命倫理の問題である。ポストゲノムの時代に入ったと言われる今，さらなる議論の
充実が期待される O
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おわりに
遺伝子検査は著しい進歩をあげており，その対象も多1皮にわたってきている。本稿では，基
本的な事項を中心に概説した。ここでは触れなかったが，遺伝子診療のもうひとつの柱である
遺伝子治療についても研究・臨床応用が進んでいる。遺伝子治療や移植医療，再生医療といっ
た高度先端医療が進んでいく中， ともすれば医療倫理が置き去りにされがちである。医療関係
者だけでなくすべての人たちが，これらの情報にふれ，医療倫理の議論に積極的に参加するこ
とは重要である O
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